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後期糖化反応生成物(adv an cedglycatio n e ndpr odu cts, A G E)が 特異受容体(r e c epto r払r A G E, R AGE)を介 して血管細胞
を障害す る こ と が , 糖尿 病血管合併症 の 発症 , 進 展に 重要な役割 を果 たす こ と が知 ら れ て きた. しか し, AGEリ ガ ン ド結合
彼の 細胞内情報伝達経路 や血管恒常性破綻の メ カ ニ ズ ム に つ い て は い ま だ不明な点が多い . 本研究で 筆者 は, R A G E後 シ グナ
リ ン グ解明 へ の 第 一 歩と して ヒ ト R A G E蛋白の 分子性状を調 べ た 結果, 以下の 新知見を得た . まず, 種々 の ヒ ト組織 ■ 細胞か
ら の 抽出物を ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト分析すると, 分子量 の 異 な る 二 つ の タ イ プ が存在す る こ とが 見出され た . 一 つ は 分子豊約
55 k Daで 肺で 発現 して い る こ と か ら ｢ 肺型｣と命名し た. もう 一 つ は 分子量約46 k Daで , 血管 内皮細胞, 周皮細胞な どで発
現 さ れ る分子種 である こ と か ら ｢血管型｣ と命名 した . 逆転写 - D N A増幅反応 に よ る ク ロ ー ニ ン グと 塩基配列決定 の 結果,
肺 と 血管細胞 に は 同 一 の 成 熟型 m R NA が存在する こ とが 明 らか となり , 両細 胞で同 一 の 構造を有する プ レ R A G E蛋白が制訳
さ れ る と推定 され た ･ 全長R A G EcD N Aを鋳型と した 試験管内転写 ･ 翻訳反応生成物は約51 k Daの 位 置 に泳動 さ れ , 小胞体
膜 の存在 下 で は プ レ R A G E は小胞体内 へ の 移行 に伴っ て 高分子化 した . 肺抽 出物を グリ コ ペ プチ ダ ー ゼ F で消化する と , 肺型
R A G E蛋白の サ イズ は51 k Daに 減少 した . 一 方 , 血 管型R A G E蛋白 は グ リ コ ペ プチ ダ ー ゼ F に よっ て は全く影響 され なか っ た .
した が っ て , 肺型 は N- グ リ コ シ ル 化 され て おり, 血管 型は こ の修飾を受けて い な い と考えられ た. 領域特異的な抗体を用 い
た ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト分析で 血 管塾 R A G E蛋白は N末端側16 ア ミノ 酸及 び C末端側20 アミ ノ 酸 に対応する抗体 に よ っ て は認
識されなかっ た . 血管型R A G E は, 肺型R A G E と比較 して , より低濃度 の 界面活性剤存在 下 で可溶化される こ と が示 さ れた.
し た が っ て, 以 上 の 結果か ら, 血 管細胞で発現す るR A G E蛋白は肺 R A G E蛋白 と は構造上異な っ てお り, こ れ は糖鎖付加や蛋
白限定分解 によ る翻訳後修飾 の 差 に よ るもの と推定 さ れ た. 本研究 で 見出された R A G E蛋白の 分子多様性 は, A G E リ ガン ド
に対す る細胞応答の多様性を理解す る た め の 基礎とな るもの と考えら れ る .
Key w ords adv a n c ed glyc atio n e ndpr odu cts(A G E), r e C eptO rfo rAGE(R A G E), diabetic
C O mplicatio n s, m Olec ularheter ogeneity, Va S C ular e ndothelialce11s,lu ng
グル コ ー ス な どの 還元 糖 は蛋白質の ア ミ ノ基 と非酵素的 に反
応 し, シ フ 塩基, ア マ ドリ 転移化合物を経 て , 不 可逆的な脱水,
縮合, 架橋 によ り特異な吸光, 蛍光 を示す後期糖化反応生成物
(adv an ced glyc atio n e ndprodu cts, A G E) を形成す る. こ の 現象
は 当初食品化学 の 領域 で見出さ れ , 191 2年 Mai11ard
l) によ っ て
最初に 記載 され た こ と か ら, メ イ ラ ー ド反応 と して 知 られ て い
る . 近 年 に至り, メ イ ラ ー ド反 応は 生 体内でも加齢 に伴 っ て 起
り , 特 に糖尿病状態で慢性的な高血糖状態が続くと , 循環血液
や組織中で A G Eの 形成 と 蓄積が加速的 に進行す る こ と が 明か
に さ れ た
2)
. さ ら に, この 高血 糖 によ るA G E蓄積が網膜症, 腎
症を は じめ と する 糖尿痛合併症発症 の 原因の 一 つ と な るもの と
推測され て きて い る . A G Eの 生物学的作用 を仲介す る特異 レ
セ プ タ ー や 結合蛋白の 存在も知 ら れ て きた . 1992年Ne epe rら
3) は ! ウ シ肺 か ら A G E結合能を持 つ 細 胞膜表面蛋白 を分離 し,
A G Eレ セ プ タ ー (r e c epto rfo rA G E, R A G E) と名付けた . ア セ ナ
ル 化低密度 リ ボ 蛋白, 酸 化低密度 リ ボ蛋白と い っ た 変性蛋白の
ス カ ベ ン ジ ャ ー 受容体 と して知 ら れ て い る マ ク ロ フ ァ ー ジ ク ラ
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ス A ス カ ベ ン ジ ャ ー 受容体も A G Eの 取り込 み能 を有す る 4).
Ⅵ a s s ar aの グル ー プ は
5)6)
, ラ ッ ト肝臓 か ら A G E結合活性を示
すガ レ ク テ ン ー3複合体を分推 し た. こ れ ら の うち, 糖尿病性の
細 ′ト血管細胞変化に は R A G E が重要な役割を果 た して い る可能
性 が示唆 さ れ て きて い る . Ya m agishi ら
7) は , A G E が ウ シ網膜
微小 血管周皮細胞 の 増殖 を遅延させ る と と もに, 周皮細胞 に対
して 急性毒性効果も発揮する こ と を示 した . A G E は血管内皮
細胞 にも直接作用 し, 血 管新生を促す 8) 一 方 で, プ ロ ス タ サ イ
ク リ ン 産生 の 低下 と プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー イ ン ヒ ビ
タ ー 1の 産生克進 に よ る 血栓傾向も招く 9). A G Eの 内皮 ･ 周皮
細胞作用 は, R A G Em R N A に相補的なア ン チ セ ン ス オT) ゴ ヌ ク
レ オ チ ドでテ肖去さ れ る こ と か ら, R A G E との 相互 作用を介する
もの と推定さ れ る . Ts uji ら
1 0) は, A G E が腎 メ サ ン ギウ ム 細胞
で 細胞外基質の 一 種で あるⅠⅤ塑 コ ラ ー ゲ ン の 産生 を 克進 させ ,
こ れ が R A G Em R NA に対す る リ ボ ザ イ ム で 防止さ れ た こ と か
ら, 糖尿病性腎症の 初期病変 であ るメ サ ン ギ ウム 領域の 拡大に
A G E-R A G E系が 関与 して い る 可能性を提唱 した .
平成11年11月24日受付, 平成12年1月12日受理
A bre viatio n s: A G E, adv a n ced glyc atio n e ndpr odu cts; E N-R A G E, e Xtra C ellular n e wlyide nti丘ed R A G E-binding
pr otein;F B S, 鎚tal bovin e seru m;R A C E, r apida mpliBcatio n ofcD N Ae nds;R A G E, r e C ePtOrforA G E
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こ の よう に, A G E-R A G E系は糖尿病性血管症特 に細小血 管症
の 発症 に関係 して い る もの と推察 さ れ るが , 糖尿病で 細小 血管
が障害さ れ る メ カ ニ ズ ム の 全容を明か にす る に は, R A G E後の
細胞内 シ グ ナ リ ン グ経路を個 々 の 細胞種 で究明す る必要 があ
る . しか しな が ら, R A G E蛋白の 莫体や存在様式 に つ い て は な
お 不明 な点 が多く , ま たA G E リ ガン ド受容後細胞内で R A G E
と 相互作用す る セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー 分子 も未だ特定 され て
い ない .
そ こ で筆者 は , R A G E後細胞内情報伝達経路解明 へ の 第 一 歩
と して , ヒ ト組織 ･ 細胞で 発現 して い るR A G E蛋白の 実体を明
らか にす る こ と を目的 に本研究を行 っ た . こ の 結 果 , ヒ ト
R A G E蛋白 に は分子多様性が存在 し , 血管細胞 で発現して い る
R A G E蛋白 は , 従 来肺で の観察 か ら推定され て い た 性状 と は 異
な る分子性状をも つ こ とが 発見 され た. 本研究で はさ ら に , こ
の 分子多様性 が どの ようなメ カ ニ ズ ム で 生ず るか に つ い て も追
求 した .
材料 お よ び方法
Ⅰ. 組織, 細 胞
1 . 組織
ヒ ト組織は , 金沢大学医学部附属病院で外科的に切除 さ れ た
痛標本中の 健常部を用 い た. 肺組織は第 一 外科(渡連洋字教授),
肝 ･ 膵組織 は第二 外科(三輪晃 一 教授), 腎組織は泌尿器科 (並
木幹夫教授), 脳組織 は脳神経外科(山下純宏教授) より分与 さ
れ た . 各組織は氷上で細切後 - 80℃で 保存 した .
2 . 細胞
ヒ ト皮膚由来微小血管内皮細胞(Ca sc ade, Po rtland, U S A)は ,
ク ラ ボ ウ ･ バ イ オ メ デ ィ カ ル 部 (大阪) の マ ニ ュ ア ル に 従 い ,
5% ウ シ胎児血清 倹tal bovin e s e ru m, F B S), 5ng/ml塩基性線推
芽細胞増殖因子, 1 0/絹/mlヘ パ リ ン , 10ng/ml上 皮成長国子,
1〃g/mlハ イ ドロ コ
ー チ ゾ ン と39.3〃g/皿1ジ ブ チ リ ル cA M Pを
含む Hu -M ediaE B 2培地中で維持 した . ヒ ト脳微小 血管周皮細
胞 は ヒ ト 正常脳皮質 か ら 培養化 さ れ た も の で , 製 造 会社
(如plied Cell Biolog yRes earch In stitu re, Kirkla nd, U S A) の 推奨
どお りC S- C完全培地中で維持 した . ヒ ト胎児肺由来 の 線推芽
細胞株M R C-5細胞11)は理化学研究所細胞銀行 (つ くば市) か ら
購 入 し, 10 % F B S(JR H Bio s cie n c e s, Le n e x a, U S A) を含む
m c80-7培地中で維持 した . ヒ ト単球細胞 は健常 ボ ラ ン テ ィ ア
か ら採取 した 全血 か ら Co n rad
12)の 方 法に より培養化 した .
Ⅰ . 試薬
ウ サ ギ網状赤血球溶解液転写 ･ 翻訳 共役 キ ッ トは Pro m ega社
(M adis o n, U S A) か ら購 入 し た. 組換 え ヒ トR A G E蛋白の 細胞
外 ドメ イ ン に対する ウサ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 は , 三 井製薬工
業株式会社生物科学研究所 (茂原市) より恵与さ れ た . ヒ ト
R A G E蛋白の 細胞内ドメ イ ン に対す る ウサ ギ ポリ ク ロ ー ナ ル 抗
体は , サ ワ デ ー ･ テ ク ノ ロ ジ ー (束 京)に委託 し て , ヒ ト
R A G EcD N A配列 3)か ら 推定 さ れ た 16 ア ミノ 酸 の 配 列
(D R RQR R G E E R E AP E NQ)を化学合成し, こ れ を抗原 と して ウ
サ ギ を免疫後, 得 ら れ た 抗血清を さ ら に ア ブ イ.
ニ テ ィ ー 精製
し て 得 た . ヒ ト R A G E蛋 白 の N 末 端 1 6 ア ミ ノ酸
(AQN I m RI G E P L V L K C) と C末 端 2 0 ア ミ ノ 酸
CER A EIJNQS E E P E A G ES S T G G) に対する ヤ ギポリ ク ロ ー ナ ル 抗
体(N-16 と C-20) は , Sa nta Cr u zBiote chn ology(Santa Cr u z,
U S朗 より購入 した . グリ コ ペ プチ ダ ー ゼ F は, 宝 酒造 (京都)
より購入 した .
Ⅱ . 組織 ･ 細胞抽出物の調製
凍結 ヒ ト組織 は , 液体窒素中で粉末化後, he m mli緩衝液
1 3)
(62.5m M トリス 塩 酸緩衝液 bH 6.8), 2% S D S, 10% グリ セロ ー
ル , 0.002% ブロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー , 5% 2- メ ル カ プ トエ タ ノ ー
ル) 中で 室温 に て30- 40秒 超音波破砕 した後, 100 ℃ で 5分間
加熱 した . 培 養細胞 は , 7 5c m2 フ ラ ス コ 中で 80-90%コ ン プ ル
エ ン シ ー に達 した 時点 で冷 P B S で 1回洗浄後, 5mlの 冷P BS中
で ス ク レ ー パ ー を 用 い て フ ラ ス コ 面 か ら は が し , 4 ℃ ,
100 0rpm の 遠心で 沈殿 さ せ た . 沈殿物をI.a e m mli綾衝液 に懸濁
後 , 上記 と 同様 に超音波破砕 ･ 加 熱処理 して 細胞抽出物 と し
た .
Ⅳ . 蛋 白質 の 定量
蛋白濃度 は ウ シ血 清ア ル ブ ミ ン を標準 とし て Bradfo rd法
1 4)
で 測定 した .
Ⅴ . ウエ ス タ ン プロ ッ ト分析
蛋白質をS D S-P A G E で分離 した後, P V D F膜 (Im m obilo nP,
M illipo r e, Bedfo rd, U S A)上 にセ ミ ドライ 方式で電気的 に転写 し
た. 転写後, m F膜 上の 蛋白非付着部位を5%脱脂 ミ ル ク , 1%
ウ シ血清 ア ル ブ ミ ン を含む 0.1 % Twe e n-20加 P B Sで ブ ロ ッ キ ン
グ した後 , ヒ トR A G E蛋白細胞外 ドメ イ ン あ る い は R A G E蛋白
の 特定領域 に対す る抗体を 一 次抗 体と して , m F膜 と反応 さ
せ 西洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結合抗 ウサ ギイ ム ノ グ ロ ブ リ ン
ま た は抗 ヤ ギ イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン を二 次抗体と して , E C L検出 シ
ス テ ム 仏m e r sham Phar m a cia Biote ch, Bu ckingham Shire, U K)
を用 い て 可視化 させ た.
Ⅶ . R A G EcD N A の分離 と構造決定
ヒ ト微小血管内皮細胞 か らQuick prep m R N A精製キ ッ ト
伽 1e r Sha m Pha r m a cia Biote ch) を用 い て ポ リ AT R N Aを分離
し , こ れ を 鋳 型 と し て M a r atho n cDN A増 幅 キ ッ ト
(C L O N T E C H Labo r ato rie s, Palo Alto , U SA) を用 い て
cD N A を調製 し た . 得 ら れ た cD N Aを鋳型 と し, 5
'
プ ラ イ
マ ー と し て は 既報 の R A G E遺伝子 1 5) の ヌ ク レ オ チ ド番号
6 64 1- 6 6 62 に対応 し , 5
,端 に g わαⅠア ダ プ タ ー を 有す る 5
'
一




プライ マ ー と
して はヌ ク レ オ チ ド番号9752- 9774 に対応 し, 5
'
端 に 励β戯 ア ダ
プタ ー をもつ 5,-G AGA ATr C G C C A G G A C C C T G G A A G G A A G C Ad
3
,
を用 い , Pyrobe st D N A ポ リメ ラ
ー ゼ (宝酒造) に よ り微少血
管内皮細胞 R A G EcD N A を増幅 した . 増幅 産物をX baI と Ec oRI
で 消化後, pCD N A 3ベ ク タ
ー (In vitr oge n, Carlsbed, U S A) に 連
結 し大腸菌JM lO 9 に移入 し た . 形 質転換JM l O9細胞 か ら
Fle xipr ep プ ラ ス ミ ド分離 キ ッ ト (A m e r sham P ha r m a cia
Biote ch) を用 い て 組換えプ ラ ス ミ ドD N Aを分離精製 した . さ
ら に5
,
端 お よ び 3
,端領域 の 配列 を知 る た め , ヒ ト微小血管内皮
細胞 ポ リA
+
R N Aと M ar atho n cD N A増幅 キ ッ トに より調製 した
微少血管内皮細胞由来 cDN A お よ び Ⅲe nTaq D N A ポ1) メ ラ
ー ゼ
(CID N T E C H h bor atories)を用い た5
'
-お よび3しr叩idamphfic ado n
ofcD N Ae nds OiA C E)反応を行 っ た . 5
,
一郎 虹E には,
一 次 プラ イ
マ ー と して 5
,
-CT G C A C C G G A A A A T C C C C T C A T C-3
'
(R A G E
cD N A 3) の ヌ ク レ オ チ ド番号 277-299 に対応), ネス テ ッ ドプ
ラ イ マ ー と して 5
,
- G T G T T C A G T T T C C A T T C C A G C C G C-3
'




-R A C E に は, 5
,
A G T C T G T G G G G G G CA TA m G-3
'と5'-
G C T C A A A A C A T C A C A G C C′C G G A T T G-3
'
(そ れ ぞれ R A G E
A bedin
A GE レセ プ ター の 分子多様性 27
kDa
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Fig.1･ W este rnblot an alysis ofv ariou shu m antiss u e and ce11
e xtra cts. Lu ng tiss u e extra ct(0.2 FLg) and other cell/tiss u e
extra cts (5 p g) w e r elo aded o nto 12･5% S D S-pOlya c ryla mide
gel u nde r r edu cing c o nditio n s, tr a n Sfe rr ed to aP V D F
m e mbr a n e a ndpr obed with a n a ntibody r ais ed again sta
ba cte rially e xpr e s s ed e xtra c ellula rdo m ain (E C D) of the
hu m a nR A G Eprotein . 10ng ofre c o mbin a nt E C Dof R A G E
pr otein w a s als olo aded a spo sitiv e c o ntr ol. Anti
-r ab bitIg
anti bodyc o njugated wi th ho rs er adishperoxida se(1:1000)a nd
E C Lsyste m w er e e mployedto visu aliz ethe re sultantim m 11n e
c o mple x. Mole c ular Weight m arker s a re sho w n o ntheleft.
餌 I 澄 濫; 慧 霊崇喜:芝…認諾認諾芸三;諾芸監監禁≡呂
★疇‖ ■★ 書 ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
ムu n9;星空⊆G C Å G C C G G A A C ÅG C ÅG ℡℡G G ÅG C C ℡GG G ℡G C ℡G G ℡C C ℡C A G ℡ C ℡G ℡G G G GG G C A G ℡Å
辿 1 a G l吟撃事 叫 1ぬ 巧 Ile Gly G l n P ro 工･8 u V 為 1五 郎 ムyさCy8坤 8 G ly 4 0
苫C ‡ G ℡且G G ℡ G C ℡C Å 且 姐 C A ℡C 且 C 且GCCC G G A ℡℡G G C G ÅG C C A C ℡G G ℡ G C ℡G 凰且G ウ泊 ℡A A G G G G 120
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ t ★ t ナ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 曽 ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
I･u ng! G T AG G T G C T C A A A A C A T C A C A G C C C G G A T T G G C G A G C C A C T
G GT G C T G A Å G T G T A A G G G G
Ala p r Q叫 沌 y8 p f O 批 OGln 如 9もQn G lu ℡rpI甲 乙eq 且 8 n 蝕 r Gly且叩 仙 r
G h Ala 60
E C i G C C C C C 且A G 且且 且C C A C C C C A G C G G C℡ G G A 嵐℡G G A A A C ℡G 且A C且C 且G G C C G G 且⊂ÅG A A G C ℡ 1 80
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ■ 書 t ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ t ★ ★ ★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ t ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ■ ★
もq n9王 G C C C C C 且A G A A A C C AC C C C A G C G G CつコG G 姐 ℡G G A A ÅC T G 姐 C ÅC ÅG G C C G G A C A G A A GC ℡
取持瓜y与V alI･e q 5e r p ro G l n G lyGlyG lyP r O ℡rpA 8pS e r V al且1a 虹9V al工･e u p r O 8 0
苫C ; ℡G G 且 諷G G ℡C C ℡ G ℡C ℡CC C C ÅG G G A G GA G G C C C C ℡G G G A C A G ℡G ℡ G G C ℡C G ℡
G ℡C C ℡℡ C C C 2 4 0
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 書★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
m l n耶 ℡G G 姐GG でC C ℡ G つコC ウコC C C C A G G G A GG A G ∝C C C ℡G G G A C 且G ℡ G ℡G G C ℡C G ℡G ℡C C ℡℡ C C C
冬草 嘩 e鱒e n 抽 e も e u p r o A la V a l Glyエ1e ln 舶 pGlu Gly工1 e p b e 且r9Cys G l n l O O
E C … 姐 C G G C ℡C C C ℡ C m
･
C C ℡ ℡C C G G C ℡ G ℡C G G GA ℡C C A G G Å℡G A G GG G A ワ℡ワ ワC C G G ワ GC C A G 300
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
L u n9 … 姐 C GG C ℡C C C ℡ C ℡℡C C ℡ でC C G G C ℡ G ℡C G G G Å℡ C C ÅG G A ℡G A G GG G Å m
-
℡ ℡CC G G で G C A G G
且r9
Ala 加点 t 舶 ⅡA =9A S n GlyI｣yS Glu址 Ⅱ yS S e r 舶 n ℡yr 且ごgV a l A r9V a l ℡yr G l n 工1e 12 0
E C !G C A A ℡G A A C A G G 姐 T G G AA A G G A G A C C A A G T C C BL T C C G A G T C C G TG T C T A C C A G A T T 3 6 0
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ■ ★ ★ ★ ★ ★ t ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
ム u叫 …G C 且且 ℡G 且A C A G G AA ℡G G Åゑ員G G A G A C C 瓜 G ℡ C C A 良C ℡Å C C G A GウコC C G でG ℡C ℡A C C A
G A ℡℡
p r o G lyI-y8p r O G l u Ile V alA 8pS e 工且1a S e 工Glu ムe u:rhrAla G lyV al址 O A 5 瓜y8 140
E C 王C C T G G G 姐 G C C ÅG ÅÅA T T GTAG A T T C T G C CT C T G 員Å C T C 且C G G C T G G T G T T C C C A 且 T AA G 4 2
0
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
1 u ng;C C で G G G A A G C C 且G 姐 且 ℡℡G ℡Å GÅ ℡ C ℡G C C でC ウコG 姐 C ℡C 且C G GC ウコG G ℡ G m
■C C C A A ウコA A G
V a l G l王℡h r Cys V a l S 虹 G lロ G lySQ r℡yr p r o Å 1a G lyウ
ー
hr l 飢 S erワ r 2
揖 弧 en Å9p 1 6 0
E C ;G T G G G G A C A T G ℡G T G T C A G A G G G A 嵐G C T A C C C T G C Å G G GA C T C T T A G C T G G C A C T T G G A T 4 8 0
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ■ ★ ★ ★ ★ ★
加 n9 ≡ G℡G GGG A C Å ℡G ℡G ℡G ℡C A G A G G G ÅA G C ℡ A C C C ℡G C A G G G Å C ウ!C ℡℡A G C ℡G G C ÅC ℡ ℡G G A ℡
G lyI｣yg p r OI 脚 ユV alp r o A 8 n G l qLy5 GlアV alS ¢ r V dlエーyきG l u G ln ℡b r 如
･
9A r9HIs 1 8 0
苫C ; G G G A 且G C C C C ℡GG℡ GC C ℡A A ℡ G A G 姐 G G G 且G ℡A ℡C ℡ G ℡G 且且 G G A A C A GA C C A G G A
G A C A C54 0
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ t ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
もu n9… G G G A A G C C C C ℡G G でGC C ℡A A ℡G A G 姐 G G G A G ℡A ℡C ℡G ウ
ーG AÅG G 姐 C 且 G A C C A G G A G A C A C
pr oG l u加 r Gly工一Qu p he 加 比 丘u G ln Se f G lu n eu 地 t V a l ℡hr p r o A l a ArgG lyG ly 2 0 0
E C 王 C C ℡G A G Å C A G G G C ℡C ℡℡C A C A C ℡G C 且G ℡C G G ÅGC℡ 姐 ℡G G ℡G A C C C CA G C C C G G G G 且G G A 6 0 0
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 書★
加 n9; C C ℡G ÅG A C ÅG G G C つ-C ℡℡C ÅC A C ℡G C A G ワC G G A G C ℡A 且℡G G ℡G A CC C C A G C C C G G G G ÅG G A
A spP r o A rgP r o T hr P he S Q r CY5 S e r P h e S e r Pr oGIYL eu P r O A Igt7i5 A rgA
l a LQ u 2 2 0
E C 王 G A ℡C C C C G ℡C C C A C C ℡℡C ℡C C ℡G m G C m C ÅG C C CÅ G G C C で℡C C C C GA C 且C C G G G C C ウコでG66 0
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
乙un9… G A ℡C C C C G ℡C C C A C C T でC ℡C C ℡G 瓜 G C ででC A G C C C且 G G C C 凹 C C C C G A C A C C G G G C C ℡℡G
A rg加 工山a p r Q = 1 e Gln p = Q A =9V alウコrpG lll p r O V a l P r OI｣ e q Glu G l qVa lGl 瓜 e u 24 0
EC ;C G C 且 C A G C C C C C A ℡C C 且 G C C C C G ℡GウニC ℡G G G 且G C C ℡ G ℡G ⊂C ℡ C ℡G G A G G A G G ℡C C ÅA ℡℡G 7 2 0
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
Lu ng ;C G C A C A G C Cヒ A ℡C C A G C C C C G ℡G ワC ワ G G G A G C C ワ G ワG C C ℡C ℡G G 且G G A G G ℡CCAA ℡℡G
cD N A3) の ヌ ク レ オチ ド番号43- 64 と67- 91 に対応)をそれ
ぞれ 一 次 プライ マ ー と ネス テ ッ ドプラ イ マ ー と して用い た . 5
,
-
お よ び 3
'
-R A C E で増帽 さ れ た cD N A断片 はプ ラ ス ミ ドpC R 2.1
(In vitroge n) に 連結 して大腸菌In vαF
'中で 増殖 させ , Fle xipr ep
プ ラ ス ミ ド分離 キ ッ トで 精製 した . cD N A塩基配列は , Pe rkin-
Elm er Applied Biosystems社製 モ デ ル 377 DNA シー ク エ ン サ ー
を用 い Sa nger法
16) に より決定 し た .
Ⅶ. 試験管内転写 ･ 翻訳 ･ 蛋白プロ セ シ ン グ反応
ヒ ト線維芽細胞由来全長R A G EcD N A(三 井製薬工業株式会
社 生 物 科 学研 究 所 よ り 恵与) を プ ラ ス ミ ド pB S(十/-)
(Stratage n e, LaJolla, U S A) の T7プロ モ ー タ ー 下 流 に 連結 し,
こ れを鋳型 と した . T 7 R N A ポ リメ ラ ー ゼ 存在下 に網状赤血球
溶解液中で転写翻訳共役反応を30℃で1時間行 っ た . 蛋白 プ ロ
セ シ ン グ反応 は , イ ヌ 膵臓小胞体膜の共存下 に30℃で9 0分行
っ た . 生成 物をSD S-PA GEサ ン プ ル 緩衝液中で90℃ , 2分間の
熱変性後, SDS-12.5% ポリ ア ク リ ル ア ミ ド電気泳動 に より分離
し, ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト分析 した . 小 胞体腔 へ の 移行 は, 小胞
体存在下 で の 翻訳産物を0.1mg/mlの トリ プ シ ン で 消化後, ヒ
トR A G E蛋白の 細胞外 ドメ イ ン に 村する抗体と細胞内ドメイ ン
に 対す る抗体を1次抗体 と し た ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グで ア
ッ セ イ した .
v a l V alGlu p =O Glu GlyGlyAla ∇alAlap r o GlyGly℡hr V al℡hr 工虐uワ b r Cy8Gln 2 60
E C 王G ℡G G ℡G G A G C C A G A A G G ℡G G 且 G C 且G℡員G C ℡C C ℡G G ウコG G A 乱C C G ℡ 姐 C C C ℡ GA C C ℡G ℡G 姐 7 8 0
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★★ ★ ★
L u n g…G T G G T G G A G C C A G AA G G T G G A G C A G T A G C T
C C TG GTG G A A C C G T A A C C C T GA C C T 6 T G A A
v alP ro Ala G l n p r o S e rp ごO G l n 工1自首 ユ8℡ rp祇e t I-yS A 8pG lyV alp r o 工･ Qu 批 0 工･e u 2 8 0
E C ;G ℡C C C ℡G C C C Å G C C C ℡C ℡C C ℡C 且A 嵐℡C C A C℡ G G A ℡G 鳩 GG A ℡G G ℡G ℡G C C C ℡ G C C C C ℡ ℡84 0
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ - ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ t ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ t ナ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★★ ★ ★
乙 u叩 壬G ℡C C C gコG C C CA G CC C℡C ℡C C ℡C 且 姐 ℡C C A C℡ G G Å℡G A A G G A ℡G G ℡G ℡G C C 叩 ℡G C C C C Ⅲ
ァ r o‡･ro Se r p r O V al工.e u ェ1 弧 e u p r o Gln Ile Glyp f o Gln 如pG エロG ly址 工町r S e r 3 0 0
E C ‡C C C C C C ÅG C C C ℡G ℡G C ウコG且 ℡C C ℡CCC℡G A G凰 ℡A G G G C C ℡C ÅG G A C C A G G G 姐 e C ℡A C
A G C 90 0
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ナ ナ ★ ★ ★★ ★ ★
m n9… C C C C C C A G C C C ℡ 即 G C ウ G且 っC C でC C C ℡ G A G Å℡且 隅
∝ C ℡C 且G G A C C A G G G 姐 C C ℡A C ÅG C
q 岬V a l A la 仙 r舶 白S e r S e r山 g G lyp f O G l nGlu S e r 奴 gAl a V a l 馳 r 工1 e S e r 工 1 e コ2 0
ヱC ; ℡G でG ℡G G CC A C C C A ℡℡ C C A G C C AC GGG C C C C A G(; 姐 A G C C G ワG C ℡G ℡C A G CA ℡C A G C A ℡ C 9 6 0
★ ★ ★ ★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ - ★ ★ ★★ ★ t ★ ★
★ ★ t ★ t ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
エn n9 ;℡G つコG ℡G G C C A CC C A ℡℡ C C A G C C A C G G G C C C C A GG A A 員G C C G ℡G C ℡G ℡
C Å G C A ℡C A G CA でC
工1 e Glu p r o GlyG l u Glu GlyP エ ロ℡ b r姐 a G ly5 e r V alGlyG lyS e r GlyI･e u Gl叩 bエ 3 4 0
E C 富A ℡C G A A CCA GGC G AG G A G G G G C CA Å C ℡G C A G G C ℡C ℡G ℡G G G A G G A でC A G G G C
℡G G G 姐 C ℡ 1 0 2 0
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ t ★ ★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ † ★t ★★ ★ ★ t ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
L u ng =A T C G 貼 C C A G G C G A GG A
GGG G C C AA C T G e A G G C T C T G T G G G A G G A T C A G G G C T G G G AA C T
E ｡ ;き言霊さ芸き芸芸諾慧法 認 認諾去譜慧岩荒三吉慧袈 1言…E
★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ナ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
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Ⅷ . グリ コ ペ プチ タ ー ゼF に よ る脱糖鎖
ヒ ト肺お よ び 血管内皮細胞を1 M トリス 塩酸綾衡液(pⅡ6.8),
1 %S DS, 0.1 M 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 0.1% N P-40中で 溶解
し , グ リ コ ペ プ チ ダ
ー ゼ F と 37 ℃で 反応させ た . 消 化 物 は
S D S-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (10%)電気泳動, ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グで分析 した .
成 績
Ⅰ. ヒ トR A GE蛋白の多様性の発見
手術摘出 ヒ ト 組織 ･ ヒ ト培 養細胞 か ら の 抽出物を抗 ヒ ト
R A G E細胞外 ドメ イ ン 抗体 で ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト分 析す る と,
図1 に示す よう に , 肺 とそ れ以外 の 組織 ･ 細 胞で は異 な る位置
に主要 バ ン ドが 検出さ れ た . 肺 で は, 約55 k Da の 位置 に も っ
と も強い シ グ ナ ル が検出 され , 約51 k Daと約46 k Daの 位置 に
薄い バ ン ドが 検出さ れ た . 一 方 , ヒ ト肝臓 , 腎臓 , 脳お よ び培
養 ヒ ト血管内皮細胞, 周皮細胞, 線維芽細胞と単球で は, 約46
k Da の 位 置 に単 一 バ ン ドが 検出 さ れ た . 膵臓 で は , 約 46 k Da
の バ ン ドに加え, 高 分子側 と低分子側 に弱い シグ ナ ル を示す複
数の バ ン ドが 認め ら れ た. 0.2/上gの 肺抽出物 が与える約55 k Da
バ ン ドの シ グ ナ ル 強度 と 5〃gの 非肺組織 ･ 細 胞が 与え る約46
k Da バ ン ドの シ グ ナ ル 強度 は ほ ぼ 同程度であ っ た . 筆者 は , 肺
で 認め ら れ た約55 k Daの 免疫反応物を ｢肺型｣ R A G E蛋乱 血
管内皮細胞 ほ か の 非 肺組織 ･ 細胞 で 認め ら れ た 約46 k Da の 免
疫反応物を ｢ 血管型｣ と命名した .
Ⅱ . R A G E蛋白分子多様性 の発生 メ カ ニ ズム に 関す る検討
1 . 血管内皮細胞から の 成熟型 R A G Em R N A配列 の 決定 .
一 体 ど の よ う な メ カ ニ ズ ム に よ り , 肺 型 と血管型 と い う
R A G E蛋白 の 分子性状 の 遠 い が 生み 出さ れ る の で あ ろうか . ヒ
A
Mic ro s o m e(B^I) Extr a ctof
｢~ 1
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トR A G E遺伝子 は, ハ プ ロ イ ドあたり 1コ ピ ー しか 存在 しない
単 一 の ユ ニ ー ク遺伝 子で あり , ヒ ト第6番染色体短腕21.3領域
に局在する 1 6). し た が っ て , R A G Eの 分子多様性出現 の メ カ ニ
ズ ム は転 写以 降の 段階に求め られ る. 筆者 は, ヒ ト血管内皮細
胞 か ら R A G EcD N Aを分離 して 全長の 塩基配列を決定 し, 得 ら
れ た ヌ ク レ オチ ド配列を ヒ ト肺 cD N Aの 配列
3) と比 較 した . そ
の 結果 , 図2 に示す よう に , 一 ケ所 の ポ リ モ ル フ ィ ズ ム (ア ミ
ノ 酸番号10 0: グ ル タ ミ ン → ア ル ギ ニ ン) を除き, 血 管 内皮 と
肺 とで 翻訳枠 の 全塩基配列お よ び推定 さ れ る ア ミ ノ 酸配列 は同
一 で あ る こ と が 見い だ され た. した が っ て , 肺 と 血管細胞で は
同 一 の 構造を有す る プ レ R AGE タン パ ク が翻訳 ･ 産生 され て い
る と推定 され た .
2 . 肺塑 R A G E蛋白は郵訳後修飾を受けて い そうである .
次 に筆者 は , 以 下 の 目 的で , 全長 ヒ トR A G EcD N A を用 い た
試験管内転写 ･ 翻訳 ･ 蛋白 プ ロ セ シ ン グ反応を行 っ た . す なわ
ち, 成熟 m R N A配列か ら推定 さ れ る翻訳枠 で実際に翻訳さ れ る
の か どうか , 無細胞系 で の 翻訳産物 と細胞 で作 られ る R A G E蛋
白の サ イ ズ は どう異 な る か , 無細 胞系 に小胞体を加え た場合
R A G Em R N A翻訳産物 は加工 を受ける か どう か , に つ い て検討
し た. そ の 結果 , 図3 A に示す よう に , 無細胞翻訳系 で の 生 成
物 (= プ レ R A GE) は 約51kDa で , 同時 に 泳動 した肺型▼(約55
k Da) と血 管型(約46 k Da)の い ずれ と も異な る位置 に泳動され
た . こ の プ レ R A G E は, 図3 B に示す よう に , 大腸菌 で 発現 さ
せ た ヒ ト R AGEの 細 胞外 ド メ イ ン に対す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 , CD N A配列 から推定 された細胞内 ドメ イ ン の 合成 ア ミ ノ 酸
配列 に対す る ポ リ ク ロ ナ ー ル抗体 の い ずれ に よ っ て も認識 さ れ
た . した が っ て , R A G Em R N A は推定 され た翻訳枠 の 通り翻訳
さ れ る もの と 判断 された . 無 細胞翻訳反応液中に小胞体を添加
する と , 加え た小胞体量 に依存 して R A GE蛋白 バ ン ドが 高分子
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側 に シ フ ト し, 肺型R A G E蛋白 の 位置 に近づく こ と が 観察さ れ
た (図3 A). こ の こ と は , プ レR A G Eが 小胞体内 に移行 し, 小
胞体腔内で何 らか の 付加修飾を受けた可能性を示 して い る. さ
ら に 図3 B に示す よう に, 小胞体 の 存在 ･ 非 存在下 に翻訳反応
を行 っ た 後, トリ プ シ ン で処理する と , 抗細胞外 ドメ イ ン 抗体
と の 反応性 は小胞体 によ っ て トリ プ シ ン 消化か ら保護され るの
に対 し, 抗細胞内ドメ イ ン抗 体と の 反応性 は小胞体存在下 で も
消失 した , こ の こ と ば , R A G E蛋白 の ドメ イ ン構 成は , シ グナ
ル 配列 , 細胞外 ドメ イ ン , 一 回膜質通領域, 細胞内ドメ イ ン と
い う ア ミ ノ 酸配列か ら推定 され た トポ ロ ジ ー と 一 致す る こ とを
示 して い る .
3 . 肺 型R A G E は N- グ T) コ シ ド結合塑糖鎖 の 付加を受けて い る
が , 血 管型R A G E はこ の 修飾を欠く .
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mR N A配列 か ら推定 され る ヒ トR A G E蛋白 の ア ミノ 酸配列中
に は Asn-ⅩT hr/Se rと い うN- グリ コ シ ド型糖鎖付加部位 が ニ ケ
所存在す る(図2). した が っ て, 試験管内翻訳 ･ 蛋白 プロ セ シ ン
グ反応 で認 め ら れ た小胞体存在下で の R A G E蛋白の高分子化は
N- グ リ コ シ ル化 に よ る 可能性 が考え ら れ る . そ こ で筆者 は ,
N- グリ コ シ ド型糖鎖を アス パ ラ ギ ン との 付着部位で特異的に切
断する酵素である グリ コ ペ プチ ダ ー ゼ Fl刀 を用 い て こ の 可能性
を検証 した . この結 果, 図4に示す よう に , 肺抽 出物 で は , 55
k Da蛋白 は グ リ コ ペ プ チ ダ ー ゼ F存在下 で 消失 し , 新た に53
k Da と5 1 k Daの 位 置 に バ ン ドが 出現 した . 酵素量 の増加 に伴
っ て53 k Da蛋白 は徐 々 に減少 し, こ れ に並 行 して51 k Da蛋白
が増量した . 5 m U グリコ ペ プ チ ダ ー ゼ F, 48時 間の 消化で は ,
51 k Da の 単 - バ ン ド にな っ た . 一 方 , 血管型 R A G E蛋白 は どの
消化条件 でも全く グリ コ ペ プチ ダ ー ゼ によ る影響を受けず, 常
に46 k Daの 位置 に泳動され た .
4 . 血管型R A G E蛋白は N 末端, C末端とも肺型R A G E蛋白 よ
り短い か も しれな い .
図4 か ら分か る よう に, 血 管型 R A G E蛋白の サ イ ズ は , グリ
コ ペ プチ ダ ー ゼ F で完全消化さ れ た肺型R A G E蛋白 の サ イズ よ
りさ らに 小さ い . そ こ で筆者 は, 肺と 血 管内皮細胞 の 抽出物を
R A G E蛋白上 で エ ピ ト ー プが 特定 され た抗体を用 い て ウ エ ス タ
ン プ ロ ッ ト分析 した . 一 つ の 抗 体 (N-1 6) は成熟 R A G E タン パ
ク の N末端 か ら 16ア ミノ 酸を認識 し, もう 一 つ の 抗体 (C-2 0)
は C 末端か ら の 20 ア ミノ 酸 の 領域を認識す る. こ の 結果 , 国5
に 示すよう に, 肺 型R A G E ほい ず れ の 抗体 と も反応 して 約5 5
















































































Fig. 6. We ste rnblota n alysis oflu ng a nd E Ce xtra ctsthatw er e
e xtr a ctedwiththebuffe rs c o ntainingdiffer e ntc o n c entratio n of
dete rge nts. Fro z e nhu m a nlu ngtis su e w a s cr u shed in liquid
nitroge n, S O nic ated in H E P E S-buffer ed s alin e co ntainingO.1%
Tw e e n20, 1% Tw e e n200 rl% 廿ito nX-100, a nd extra cted o n
ic efo r3 0min with ge ntle stirring. Hu m a n micr o v a sc ula r
e ndothelial c ells w er e sc r aped in pho sphate-buffe red s alin e
fro m culturedishe sa nd centri fuged. ¶le pelleted c ells w er e
S O nicated a nd extra cted in H E P ES-buffer ed salin e c o ntaining
O.1% Tw een 200 rl%Trito nX-10. 0.5FLg Of thelu nge xtra cts
a nd 5FLg Ofthe E Ce xtr acts w er e s epar ated byS D S
-P A G Eand
im m u n oblotted u sing the anti
-R A G Ee xtr a c ellulardo m ain
(E C D) antibodies. Wh01elu ng extr act and whole E Ce xtr act
W e relo adedo nthegelas c ontrol.
30 Abedin
の い ずれ を用い て も特異 バ ン ドを生 じ なか っ た ･
5 . 血管型R A G E蛋白と肺型R A G E蛋白 は可溶性に差 がある･
次 に, 血管型R A G E蛋白 と肺型 R AG E蛋白 に可溶性 の 差 が あ
るか どう か を検討 した . 凍結 ヒ ト肺組織 を液体窒素中で粉末化
乱 それぞれ0.1% Tw e e n20, 1% Tw e e n20 ま た は1% n ito nXT
lOOを含む HE P E S壊衛生理食塩水中で超音波破砕 した後, 氷上
で3 0分間撹拝抽出 し た . ヒ ト微小血管内皮和胞 は , ス ク レ イ
ブ , 遠心の 後, それぞれ0.1%
′
I Ve e n2 0また は 1%
r
rrito nX-100
を含むH E P ES緩衝生理食塩水中で超音波破砕し た衡 氷上 で
30分間抽出 した . 抽 出終了後 , 100, 00Ⅹ g, 30分 間遠心 し, 可
溶画分 に回収さ れ る R A G E黄白量を ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト に より
分析 した. そ の 結果, 図 6 に示すよう に , 55 k Da肺型 R A G E蛋
白は0.1% T靴 e n20, 1% T耶 e n20を含む緩衝液で は ほ と ん ど抽
出 され ず, 組織か ら の 抽 出 ･ 可溶化 には 1%廿ito nX
-100の 存在
が必須であ っ た . 肺組織か ら は0.1% Tw ee n20, 1% Tw e e n20存
在下で は低分子量 の R A G E蛋白の み が抽出された｡ こ れ に 対 し,
血 管型 R AG E蛋白 の 多く が 0.1%Tw e e n20 に より胡月包か ら 抽
出 ･ 可溶化さ れた .
考 察
R A G E は, コ ロ ン ビア 大Ste rnの グル
ー プ
3) に よ っ て ウ シ肺
か ら分離 されたA G E受容体 で , イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン ス ー パ
ー フ
ァ ミリ ー に属 する 細胞膜表面蛋白 である . その 後, R A G E は血
管内皮細胞 , 平滑筋細胞 , 周皮組軋 単球, マ ク ロ フ ァ
ー ジ ,
腎 メサ ン ギ ウム 細胞, 線維芽細胞など の 広範 な細胞種で発現 さ
れ て い る こ とが 明 らか になっ た 乃
18)19)
. R A G E に結合す るリ ガ ン
ドと して は, A G E以外 に ア ン プ オ テリ ン
20)
, 細胞外新規 R A G E
結合蛋白質(e xtr a c ellular n ewiyide nti Bed R A G E-bind ing pr otein,
E N-R A GE)
21)
, ア ル ツ ハ イ マ
ー ア ミ ロ イ ドβ蛋白
22) と い っ た 内
在性蛋白も知 られ て き た. ア ン フ ォ テリ ン と R A G E の相 互作用
は大脳皮質 ニ ュ ー ロ ン の ネ ッ ト ワ ー ク形成 に関係す る可 能性が
示唆さ れ て い る
20)
. E N-R A G Eは , R A G E が最初分離 さ れ た と
同 じ肺で同定さ れ た 内在性1) ガ ン ドで , E N-R A G E とRA GE と
の結合は種 々 の炎症性反応を伸介する よ うで あ る
21)
. ア ル ツ ハ
イ マ ー 病脳病巣で R A GEの 発現が 克進 し, R A G E蛋白 は ア ミ ロ
イ ドβ蛋白結合能を持 つ こ と か ら , R A G E と アル ツ ハ イ マ
ー 脳
症の 関わ りも示唆 され て きて い る
22)




10) 発症 , 進 展, に密
接 に 関わっ て い る こ と が 推定 され てきて い る . ま た A G E に よ
る 内皮細胞接着分子-1 &a sc ular Ce11ad hesion m ole c ule-1) の 誘
導 と 単球 の 内皮細胞 へ の接着先進 が , 抗 R A G E抗体や可溶性
R A G E で阻害さ れ た こ と24) や ス ト レプト ゾ ト シ ン で 糖尿病を誘
発 した ア ポリ プロ テ イ ン E欠損 マ ウ ス に お ける 動脈硬化病変の
形成 が , 可溶性 R A G Eの 投 与で 抑制 され た こ と
25) か らA G Ep
R A G E系 は糖尿病性大血管症の 発症にも関わりう るもの と考え
られ て い る . こ の よ う に, R A G E が様 々 な細胞種 で発現 さ れ ,
多様な細胞応答 と種 々 の 生理 的 ･ 病 的変化 を引き起 こす こ と が
明 ら か に され て き た . し た が っ て , い まだ不明な点 が多 い
R A G E彼の細胞内情報伝達経路 とそれを担う シ グ ナ ル 分子を明
か にする こ とは 医学生物学上重要と考え られ る.
本研究で筆者 は , この R A G E後 の シ グナ リ ン グ の 解 明 へ の 第
一 段階 と して, 種 々 の ヒ ト組織 ･ 細胞で発現 して い る R A G E蛋
白の 分子性状を調 べ た . その結軋 肺と非肺組織で は免疫反応
性 R A G E黄白の サ イ ズ が大きく異 な る こ と が は じめ て 見出され
た . 肺R A G E蛋白 は約55k Da, 血管 内皮細胞 ･ 周皮 細胞, 脳,
腎臓 な どで発現す る RA G E蛋白 は約46 k Da(図1) で あり, 前者
を ｢肺型｣, 後者を ｢血 管型｣ と命名 した . 生体組織 , 細胞 に
存在す る R A G E蛋白 の分子量 に関す る報告 は比較的少ない ･
Schmidtら
26)27) は , ウ シ肺か ら分離 した R A G E蛋白の 分子量は
約35,00 0で , これ は完全長の R A G E蛋白分子 が分離の 過程 で分
解 され た ため と して い る . Ya m agishi ら
9) は ヒ ト血 管内皮細胞
で約46 kDa の R A G E蛋白を本研究 で用 い た の と は別 の 抗体で
検出 して い る . Ya nら
22) は ヒ ト脳 R A GE 蛋白 の 大きさを約 50
k Da と推定 して お り, 血 管型 の サ イズ に近 い . Su nら
28) は , ラ
ッ ト肺 の ウ エ ス タ ン プ ロ ッ トで 46k Da の 単
一 バ ン ドを示 して
い る . こ れ が , 本研究で 認 め られ た 肺型でなく血管塾の サ イズ
とほ ぼ 同じであ る の は , 種差 , 用い た 抗体 の 遠 い ある い は 蛋白
分解 に よ る の か も しれ な い .
本研 究は 次 に , この ような R A G E蛋白分子多様性が生ず る メ
カ ニ ズ ム に つ い て の 検討を行 っ た . 血 管内皮 と肺で R A G E蛋白
を コ ー ドす る成熟 m R N A配列 に 1 ア ミノ 酸 の ポ リ モ ル フ ィ ズ ム
を 除き全く差異 がなか っ た こ と か ら (図2), 肺 と微少血管内皮
細胞で は 当該 m R N A か ら, シ グ ナ ル 配列, 膜貫通領域を有する
同 一 の 構造 の RAG E蛋白が翻訳 ･ 産生 さ れ て い る と考えら れ
た . 全長 ヒ トR A G EcD N Aを鋳型 に無細胞系 で , 転写 ･ 翻 訳 し
て 得 られ た プレ R A G E蛋白の 電気泳動上 の 見 か けの 分子量 は約
51 k Da で , m R M配列 か ら 推定され る分子量42, 830(404 アミ
ノ酸) と比較 して大きい が , これ はR A G E タン パ ク の ア ミノ酸
組成 の 特徴 に よ る もの と推定さ れ る . 試験 管内翻訳反応を小胞
体存在下に行う と, 抗 R A G E抗体 と反応する産物 は高分子化 し
て肺型R A G E の サ イズ に 近づ い た (囲3). した が っ て , R A G E
蛋白は何ら か の 翻訳後修飾 を受け得 る と推定され た ･ こ の 翻訳
後修飾 の実体 の 少なく とも
一 部は N- グ リ コ シ ド型糖鎖の 付加で
あ る こ とが 本研究 で は じめ て明 ら か に な っ た . グリ コ ペ プ チ ダ
ー ゼ F に よ る不完全 ･ 完全 消化 に より , 肺 塑 R A G E はニ ケ所 で
N_ グ リ コ シ ル 化 を受けて い る こ と が証明 され た (図4). 血 管壁
R A G E蛋白 は グリ コ ペ プチ ダ ー ゼ F処理 に よ っ て は全く影響 を
受けず , した が っ て , 肺 型と 血管型 は,
一 つ に は , ア ス パ ラギ
ン結 合塑糖鎖付加 の 有無, と い う点で 明確 に異なる こ と が 明か
と な っ た . さ ら に , N末端 と C末端に対す る エ ピ ト
ー プ 特異抗
体を用 い た ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト分析 (図5) か ら , 血 管型RA G E
蛋白は , m R N A翻訳砕か ら推定され る N末端の 16ア ミ ノ 酸と C
末端側 の 20 ア ミ ノ酸 の す べ て か 大部分を欠くも の と 推定 さ れ
た . した が っ て , R A GE蛋白 の 翻訳後修飾 に は N- グ
1)コ シ ル 化
以 外 に も何 らか の プ ロ テ ア ー ゼ に よ る限定分解 が関係 して い る
可 能性 が考えら れ る . ま た , 肺 塑R A G E と血管型R A G Eの 可溶
性 に差が認 め ら れ , 血管型 R A G E が より低濃度の 界面活性剤存
在下でも抽出さ れ た こ と (図6) か ら , 血管 型R A G E は より 可溶
化され や す い 状態で 血 管細胞 に存在 して い る と推定 さ れ る ･ こ
の 理 由を知 るうえでも, 血管型 R A G E蛋白の 精製 と構造決定が
待た れ る , なお , ごく最近可溶性R A G E蚕白をコ
ー ドす るR NA




可溶性 R A G E が血管細胞 にも存在す る可能性も否定 できない ･
また , 血 管細胞膜上に ウ エ ス タ ン プ ロ ッ トで は 検出できな い く
らい 微量 の肺型R A G E が存在 して い る可能性も否定できない か
も知れ な い .
■本研究 に よ る R A G E蛋白の 分子多様性 の 発見 の 意義と して ,
A G E レセ プ タ ー の 分子多様性
以下 の 数点が考えら れ る . 第 一 は , R A G E とい う レセ プタ ー 後
の シ グナ リ ン グ経路の 解明 に寄与 し得 る と考え ら れ る こ とで あ
る. R AG E後情報伝達 に関 して , 田 中ら
30) は
,
ヒ ト R A G E遺伝
子 の 発現 が A G E リ ガン ド自体で克進され る こ と を見出 し, N F-
JCB(n u cle arfa cto r- K B) が こ の A G E応答性を司る こ とを明らか
に した. Ya nら
31) は, A G E が培養 マ ウス 血 管内皮細胞で酸化ス
ト レス を誘導 し, これ が N F- 〟B の 活 性化をもた らす こ と を示
し た . Huttu n e nら
32) は , マ ウ ス 神 経芽細胞腫細胞 で ヒ ト
R A G EcD N Aを強制発現 させ る と ア ン フ ォ テ リ ン刺激で神経突
起の 伸長 と NF- だ B の 活性化 が お こり , 細胞内 ドメ イ ン を欠失
した R A GE cD N A導入 細胞で は これ ら の 形質変化が誘導さ れな
い こ と を報告 して い る . した が っ て , R A G E の 下流 に は酸化 ス
ト レ ス や N F- 〟 B が位 置す る と 考え られ るが , R AG E から の シ
グ ナ ル を直接受容す る セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー は い まだ特定さ
れ て い ない . 今 後, 血管型R A G E蛋白を精製 して そ の 構造を決
定す る こ と によ り, R A G E蛋白の 細胞内 ドメ イ ン と相 互作用す
る細胞内分子の 探索 が可能に なる と考え られ る. 第 二 は , 肺型
と 血管型と い うR A G E蛋白の 分子性状 の 適 い が R A G E を介する
細胞応答の 多様性の 分子的基礎の 一 つ とな っ て い る と考え られ
る ことで あ る . 第 三 は , R A G E リ ガン ドの 種類 とそ の 結合特性
もR A G E蛋白の 分子性状の ちが い に より異なる か も しれな い こ
とで あ る. 第四 は, 組織特異的な遺伝子発現 の 調節機構特 にデ
ィ フ ァ レ ン シ ャ ル な翻訳後修飾 の しく み に 関 して , 新 しい 概念
が導か れ る か も しれ ない こ とで あ る . ま た , R A G E分子種 の ち
が い に より蛋白 として の 安定性 が異 な る こと も考えられ る . 第
五 は , リ ガ ン ド受容 に際する コ フ ァ ク タ ー の 要求性がR A G E蛋
白分子種 に よ り違わない か とい う点で ある . 肺 R A G E は ラク ト
フ ェ リ ン と 複合体を形成す る こ と で A G E結合能が増す こ と が
従来観察さ れ て きて い る3). 血 管型R A G E蛋白も同様の ラク ト
フ ェ リ ン 依存性を示すの か どうか , あ る い は別 の コ レ セ プ タ ー
分子種の 介在を必要 とす る の か , こ れ も今後 に残 され た課題で
あ る. 最後に , R A G E とそれ が 関係する 上 流 ･ 下 流 の 分子群 は
糖尿痛性血 管合併症ヤ ア ル ツ ハ イ マ ー 脳症 と い っ た 疾病 の 予
防 t 治療 上 の 分 子標 的キなりう る と 考え ら れ る ･ 本研 究 で
R A G E蛋白が組織 に よ り異なる分子性状 を示す こ と が 明ら か と
なっ た こ と か ら , 今後 R A G E関連分子を標的 とす る疾病 の 予
防 ･ 治療 戦略を考える 上 で組織特異的なタ ー ゲ テ ィ ン グも可能
に な る か も しれ ない .
結 論
本研究 で筆者 は , R A G E後 シ グ ナ リ ン グ解明 へ の 第 一 歩 と し
て , 種 々 の ヒ ト組織 ･ 細胞 で発現 して い るR A G E蛋白 の 分子性
状を調 べ た. そ の 結果,
1 . R A G E蛋白 に は分子多様性が存在 し , 肺型 と血 管型に大別
され る こ とが 見出され た.
2 . 成熟R A G Em R N A配列に は 血 管内皮と肺で差 が な か っ た .
3 . 試 験 管内転写 ･ 翻 訳 ･ 蛋白 プ ロ セ シ ン グ 反応 で , プ レ
RA G E は小胞体内で高分子化する こ と が 見い 出さ れ た .
4 . この 翻訳後修飾 の 実体 は N- グ リ コ シ ル 化 で あり , 肺型 はニ
ケ 所で糖鎖付加を受けて い た .
5 . 血 管型 R A G E蛋白は , N- グリ コ シ ル 化 を全く受けて い なか
っ た . ま た, N 末端 の 16 ア ミノ酸と C末端の 20 アミ ノ 酸を認
識す る領域特異的抗体 に よ っ て認識 さ れ なか っ た こ と か ら , 血




6 . 血管型R A G Eと肺型R A G E は可溶性 に差がある こと が 示さ
れ , 血 管R A G E は より可 溶化され やす い 状態 で血管細胞 に存在
して い る と推定さ れた .
以 上 の 結果か ら, ヒ トR A G E蛋白に は分子多様性が存在する
こ とが は じめ て 明らか にさ れ, 本研究 は R A G Eを介す る細胞応
答の多様性の 理解や レ セ プタ ー 後細胞内情報伝達系と の 解明,
さ ら には R A G Eと 関連分子(群)を標的とする疾病予防 ･ 治療
開発 に手掛かりを与えたもの と考えられた.
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Key w o rds adva n c ed glyc atio n endproducts(A G E), re C ePtOr fo rA G E(R A G E), diabetic complications, m Ole c ula r
heter oge n elty, VaS C ular endothelialce11s,1u ng
Abstra ct
Se v e ra1 1in e sof e vide nc e s uggest thatinte ra ctio ns bet we e n advan ced glycatio n endproducts(A GE)and their rec eptor
(re c eptorforA G E, RAG E)in the v a s cular e ndothelialcells(E C)and pericytesplay animporta nt r olein the pathogenesis of
diabetic v a sc ularde r a ngem ent･ Ho w ev e r,how the A G Esignal istr a nsdu c ed within and deterior at esvasc ularho m e ostasis has
notyetbee nfu 11y u nders to od･ Inthe pre sentstudy,Ie x a minedthe natu re ofhum an R AGEpr otein sas thefirststeptow ard the
elu cidation ofthe R AGEsign aling. Westernblota n alysIS Ofe xtr ac ts from v ario ushum an c ells and tissues show edthat there








･ R T-P C Rclon l ng re V ealedthatboth E Cand lung contained m atur eR AGE mR N A･ 1] "itr otranslation ofthe
R A G EcD N Age n eratedthe produ cts that m lgratedat aposition of51 k Da, a ndin thepre s en c eof micr oso m alm e mbranespr e-
RAG Ew as tra n sported int omicrosom es and m odified therein t oyield higher m ole cular weigh〔products･ Glycope Ptidas eF




R A G Ewith a co nc omitantincre as ein the 5 1 k Dafor m･ The




w as no taffbcted bythe e nzym e andso
is as su med not t obe N-glyc osylated･ W est e r nblot a n alysIS Of lu ng and EC e xtr ac tswithr eg10n
-SPe Cific antibodies
demon strated thatE C R A G Em ayla ck Nqte rminal 1 6amin oacids and C-te r min a1 2 0amino acids, aS Sug geStedbyitsloss of
rea ctivlty With N
-1 6and C-20 antibodies･ EC R A G Eco uld be extracted with the buffe r co ntaining O･l % Tw e e n2 0 fro m
mic ro v a s c ula rendothelialc e11s, Whe r ea slung R A G Ec o uld n otbe ex tr a cted in thepre s en c e of O･1% or l % Tw ee n20, and l%
Trito n X NlOOw asrequir ed fo rthe extraction of lu ng RA GE fr o mthetissu e･ T he re sultsindicate that v as cular RA GE has a
different stru ctu r efro m lung R AG E, PrObably du etopos トtra n slational m odi丘c ationsincluding prote olyticproc essl ng, Which
COuld in tu r nle adtodiffere ntcellular reSPOn S eS t O the A G E liga nds･
